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RESUMEN

Eltrabajo consistio en analizar por medio de la técnica de
Amplificacién al Azar de ADN Polimérfico (RAPDs) las
relaciones de parentesco en una poblacidn de Triatoma
dimidiata (Reduvidae, Triatominae) colectada en una
sola vivienda humana, a lo largo de un afio. La vivienda
seleccionada se localizaba en la Aldea El Cuje,
Municipio de Pueblo Nuevo Viflas, Departamento de
Santa Rosa. Esta zona es considerada en Guatemala
como de alta endemia de la enfermedad de Chagas.

Se colectaron 130 individuos T dimidiata a los cuales se
les extrajo el ADN de las patas y se amplificaron
utilizando cebadores cortos u oligonucléotidos L1, L4, vy
H3 de la casa Operon. Los resultados de las
amplificaciones permitio el Anilisis de 14 loci
dominantes con frecuencias alélicas comprendidas entre
0.1 v 0.6. Se estimd en 17 el nimero de familias de
“hermanos completos™ (hermanos provenientes del
mismo progenitor macho y hembra). El namero de
individuos que formaron cada familia y el nimero de
familias reflejaron una endogamia moderada y pusieron
en evidencia un flujo genético intradomiciliar.  Se
encontraron 6 familias que estaban formadas por tres o
mds hermanos completos y 11 familias con dos 0 menos
hermanos del mismo padre y madre. Estas 11 familias
pueden estar sefialando flujos genétices del exterior y/o
poliandria,

Estos resultados son de suma utilidad para efectos de
control, va que una poblacién con alta endogamia serd
facilmente controlable, por los métodos tradicionales.
No asi una poblacién que muestre alta diversificacién.
En ¢l caso de T dimidiata procedente de Pueblo Nuevo
Vifias, la endogamia es moderada, lo que indica una
especie en proceso de diversificacion,

Estos resultados revelan que las estrategias de control de

T dimidiata deben tomar en cuenta los movimientas
poblacionales de la especie y el grado de endogamia de
cada poblacion.

INTRODUCCION

Desde 1992 se han hecho varios estudios sistemdticos
relacionados con la enfermedad de Chagas en
Guatemala, especialmente enfocados a los vectores ¥ su
forma de control. Estos resultados mostraron la
factibilidad v la conveniencia econdmica de invertir en
el control de estos insectos (Tabaru et al., 1999). En 1997
el Laboratorio de Investigacién en Entomologia y
Parasitologia de la Escuela de Biologia de la Facultad de
Farmacia de la Universidad de San Carlos, juntamente
con la Seccion de Chagas y Leishmaniasis del Ministerio
de Salud Publica v Asistencia Sccial del Gebiermo de la
republica, presentaron un proyecto a la Agencia de
Cooperacion Japonesa (JICA) con el objetivo de buscar
financiamiento para el  rociamiento de 300,000
viviendas en el pafs. Este proyecto se aprobé
parcialmente vy tanto los fondos como los suministros v
los colaboradores japoneses comenzaron a hacer efectivo
este objetivo en el afio 2000,

Sin embargo, estudios previos (Monroy et al., 1998;
Cordén-Rosales 2000) han demostrado que T. dimidiata
vuelve a encontrarse en la vivienda humana al poco
tiempo después del rociamiento con insecticidas
piretroides , por lo que estudios sobre la dindmica y
diferencias poblacionales  son prioritarios.  Para
contribuir a la evaluacidn de estos pardmetros se utilizd
la Amplificacién al Azar de ADN Polimdrfico en
chinches que habitan una misma vivienda humana a lo
largo de un afio en una zona de alta endemia de la
enfermedad, esto con el objeto de obtener informacion
del grado de parentesco de las chinches en esa vivienda e
inferir informacidén sobre el grado de endogamia que
presentan estas chinches en unasola vivienda humana.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 130 chinches de una sola vivienda humana
ubicada en la aldea el Cuje del Municipio de Pueblo Nuevo
Vifias. departamento de Santa Rosa. Perteneciente a dofia
Eulogia Lopez.

Los especimenes fueron colectados durante mas ge un afo de
colectas mensuales v fueron trasladados al laboratorio en
donde se les cortaron las patas para extraccion de ADN.

El ADN fue amplificado con los oligonucleétidos de la casa
Operon: L1(5'CGGCCCCTGG3). L4(5'GTG GAT GCG
A 37, H3 (3" CAT CCC CCT G 37) llamados primers. Los
amplicones fueron colocados en geles tefiidos con bromuro
de etidio para detectar en forma de bandas, los alelos
dominantes. Los geles fueron digitalizados con una cdmara
Olympus v analizados utilizando el programa RFLPscan.
Con el programa Mcal se se seleccionaron los loci con
frecuencias alélicas entre 0.1 y 0.6 El cdlculo presuponia
que la poblacién estudiada estaba en equilibrio Hardy
Weinberg v que las bandas detectadas eran alelos dominantes.
Los alelos con frecuencias no comprendidas entre 0.1 y 0.6
fueron descartadas. Estos datos fueron ingresados al
programa Fingers para estimar el numero de familias
existentes,

Las huellas “dactilares™ genéticas han sido utilizadas
ampliamente para estudiar la organizacidn social de
numerpsas especies (Apodstol, et al, 1992). Generalmente
para las huellas “dactilares™ genéticas o “fingerprinting” se
han utilizado VINTR's (NUmeros Variables de Repeticiones
en Téndems). Sin embargo hace mds o menos una década
Welsh y McClelland introdujeron una nueva forma para
detectar polimorfismo. Esta técnica es el RAPD’s, una
modificacién del PCR. El RAPD’s, Amplificacion al Azar
de ADN Polimértfico, utiliza un sole tipo de “primer”, corto,
de unos 10 pares de bases. El tamafo pequefio de este
“primer” aumenta considerablemente las probabilidades para
gue se una en distintos puntos del genoma. Si se unen
suficientemente cerca dos “primers™ en una y otra hebrade la
Joble hélice de ADN. la Taq polimerasa podra amplificar esa
region, dando lugar a un fragmento con un peso molecular
Zeterminado. Como las probabilidades para que se una en
distintos sitios son elevadas, la Taq polimerasa podra
zmplificar otros fragmentos con pesos moleculares distintos,
= conjunto de fragmentos amplificados es 1o suficientemente
«ariable para poder detectar polimorfismo entre individuos
22 una misma especie con esta técnica.  Se asume que estos
Tzgmentos amplificados son loci dominantes que se
gan independientemente, o sea que pueden ser
iderados como loci individuales. Las ventajas del
PD’s son que se requicre poca cantidad de ADN, la
cion de los amplicones (tfragmentos amplificados) es no
tiva, es un proceso relativamente rapido comparado
con orras téenicas cldsicas, v no se necesita informacion

previa acerca de la secuencia de nucledtidos.

El primer paso despuds de amplificar las muestras y correrlas
en los geles de agarosa fue identificar cada uno de los loci
replicados, es decir detectar cada una de las bandas. Para
esto se utilizo el programa de analisis de imagenes RFLPscan,
un programa especializado para este tipo de estudio. Este
programa tradujo la fotografia de cada uno de los geles a una
matriz binaria de “0”y *1”, siendo el *0" la ausencia de banda
y el “17 la presencia. Con esta matriz fue posible calcular ia
fraccion de bandas compartidas como ausencias y presencias.
Se amplia la informacion proporcionada por la matriz
considerando los alelos recesivos. El nimero de
coincidencias “M” (de “matches” en inglés) se calculd con la
siguiente formula M =Nab/Ntsiendo Nab el total de bandas
coincidentes entre los individuos ay b, ¥y Nt, el total de bandas
consideradas en el estudio. Un valor M de 1 indica que los
individuos a y b comparten un mismo patrén de bandeo v un
M de 0 indica que <! patrén entre los individuos 2 ¥ b es
completamente diferente. Para estimar el nimero de familias
entre individuos emparentados, medio emparentados ¥ no
emparentados hay que estimar el valor I-M, Esto es
necesario para minimizar la probabilidad de incluir a un
individuo no emparentado en un grupo de  individuos
hermanos completos, y viceversa debido a la varianza
elevada al considerar parentescos (Apdstol, et al 1992). El
valor de 1-M permite seleccionar a las familias de hermanos
completos, estando éstas agrupadas con valores inferiores a
ese valor, Paradeterminar el valor de 1-M., se seleccionaron
previamente loci con frecuencias alélicas comprendidas entre
0.1 y 0.6. Esto se hizo colectando individuos de Triatoma
dimidiata aledarias a la casa de estudio, para tener el marco

de referencia de frecuencias génicas de la regién estudiada. .

Apostol, et al demostraron que valores debajo de 0.1 6 arriba
de 0.6 no son adecuados para estimar el nimero de familias,
va que alelos con frecuencias muy bajas debajo de 0.1-,
subestimarian el grado de parentesco entre individuos, ya que
son alelos poco frecuentes de por si-en la poblacion, Valores
superiores a 0.6 harian lo contrario: sobreestimarian el
parentesco, ya que son alelos frecuentes en la poblacion. Asi
dos individuos compartirian el mismo alelo no por estar
emparentados sino porque el alelo considerado es recurrente
en lapoblacién. Para poder seleccionar los loci se estudiaron
21 individuos amplificados exitosamente con los tres primers
L1, L4 y H3 de la casa Operon. colectados alrededor de la
casa en estudio. Con el programa Mcalc, del paquete
RAPD’s de WBlack, se seleccionaron los loci con
frecuencias alélicas entre 0.1 v 0.6. El calculo supone que la
poblacion estudiada estd en equilibrio Hardy-Weinberg, v
que las bandas presentes son alelos dominantes, Los alelos
con frecuencias no comprendidas entre 0.1 y 0.6 fueron
descartados en la matriz con los individuos colectados en la
vivienda de estudio. Luego esa nueva matriz se ingreso al
programa Fingers del mismo paquete de W.Black v se estimé
el nimero de familias,
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RESULTADOS

En las tablas 1 y 2 se muestra el niimero de individuos Triatoma dimidiata amplificados con los distintos primers,
sefalando cudles fueron seleccionados para calcular las frecuencias génicas de las casas aledaiias y de la casa en
estudio.

Tablal
Primer utilizado Ll L4 H3
Numero de individuos para seleccionar los alelos con frecuencias génicas entre 0.1y 0.6 10 . ’5
cuyo ADN fue amplificado exitosamente ’ = =
Numero de individuos colectados en la casa de estudio para estimar el tamafio y namero 100 90 1
de las familias, cuyo ADN fue amplificado exitosamente. .
Tabla 2
Individuos colectados Individuos colectados en la
en casas aledafias casa de estudio

Numero de individuos en comin del cuadro anterior
amplificados exitosamente 21 41
conLlyL4yH3

Ejemplo de los patrones de amplificacion obtenidos con los primers entre los individuos colectados en casas

aledafias a la casa de estudio para seleccionar los alelos con frecuencias génicas entre 0.1y 0.6.

Primer L1
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La Tabla 3 muestra las frecuencias génicas entre 0.1y 0.6 de los individuos T. dimidiata colectados en las casas
aledufias a la casu de estudio.

Tabla 3

Loci | L1-8 | L1-9

L1-12|L1-14|L1-17

L1-24|L4-13

H3-12|{H3-14|H3-16

H3-19

A"l p | 031010

0.18

0.42 1 0.10

0.28 | 0.47

0.28 | 0.10

0.42

Loci con la frecuencia “p” del alelo dominante “A” comprendidas entre 0.1 y 0.6 determinadas entre individuos
colectados en casas aledafias a la casa de estudio,

La tabla 4 muestra las frecuencias génicas, valores My 1-M de los individuos colectados en la casa estudiada

Tabla 4

Frecuéneias

Loci q p M 1-M

L1-8 0.7868 0.2132 0.7501 0.2499
L1-9 0.8997 0.1003 0.8417 0.1583
L1-12 0.4364 " 0.5636 0.8156 0.1844
L1-14 0.4880 0.5120 0.7874 0.2126
L1-17 0.7237 0.2763 0.7306 0.2694
L1-24 0.5345 0.4655 0.7650 0.2350
L4-13 0.6172 0.3828 0.7363 0.2637
L4-18 0.9759 0.0241 0.9544 0.0456
L4-26 0.8997 0.1003 0.8417 0.1583
H3-6 0.3086 0.6914 0.8911 0.1089
H3-12 0.4880 0.5120 0.7874 0.2126
H3-14 0.9759 0.0241 0.9544 0.0456
H3-16 0.5774 0.4226 0.7480 0.2520
H3-19 0.8729 0.1271 0.8124 0.1876

M=p' = 4p(1-p) + 2p(1-p) +4.5p°(1-p)Y + (1-p)'

-M promedio = 0.1849

Zividuos colectados en la casa de estudio.

=cuencias “q" y “p” de los alelos “a”, recesivos v “A” dominantes, respectivamente; valores M y 1-M, determinados con los
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Ejemplo de patrones de amplificacion obtenidos con el primer L1 entre los individuos colectados en la casa de

estudio.
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Figura 1

Ejemplo del corrimiento de los amplicones en un gel de agarosa.




INSTITUTO DE INVESTIGACIONES QUIMICAS Y BIOLOGICAS
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA
UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

EDICION ESPECIAL, REVISTA CIENTITICA
ANO 2002

Grifica 1

Estimacién del tamafo y ndmero de familias de "hermanos completos" de
la especie Triatoma dimidiata en una vivienda.

Numero de individuos

FAMILIAS

Numero de familias detectadas con un umbral (1-M) de 0.1846. El tamarfio promedio de las familias es 2.41 con una

desviacién estandar de 1.80.

DISCUSION DE RESULTADOS

El estudio genético se realizé con las chinches 7. dimidiata
colectadas en la casa de Dofia Eulogia Lépez de la aldea el
Cuje del Municipio de Pueblo Nuevo Vifias, Santa Rosa Con
<l andlisis de los resultados se consideraron 14 loci ¥y se
determinaron 17 familias de las cuales 8 estaban constituidas
or un solo individuo, 6 por familias de 2 a 5 individuos y tres
Tamilias con una cantidad superior a 5 individuos. Elnimero
Ze familias ¥ el nimero de individuos en cada familia
Tiuestran que esta poblacién tiene cierto grado de endogamia.

=n efecto se pudieron determinar familias representadas por
de 4 individuos lo que muestra tendencia endogdmica,
szbravada por el nimero de individuos que son “hermanos

completos, hermanos del mismo padre v madre™, Esto para
efectos de control es favorable, ya que estas familias serdn las
mds susceptibles a las estrategias de rociamiento. Esta poca
movilidad de las familias debe ser objeto de estudio, ya que
encontrar las barreras que impiden el desplazamiento
permitiria facilitar el control.

Ocho familias estan formadas por un solo individuo. Esto
significa que estos individuos presentan un patron genético
distinto al resto de las familias, lo que sefiala que hay
diversificacion genética de esa especie en una sola vivienda,
Este hecho debe ser explicado a través de un proceso por el
cual 7. dimidiata estd garantizando la diversificacion de su
especie. Una de las posibilidades para explicar este fendmeno
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estarelacionado con los resultados mostrados en morfometria
en la regién de Ixwatdn, Agua Zarca, que muestran que los
individuos se mueven de la época seca a la época lluviosa
(Bustamante D. et a/, 2001).

Por otro lado la fecundacidn polidndrica es un fendmeno por
el cual las especies se garantizan la mayor diversidad gengtica
posible.  Este fendmeno se ha encontrado en Triatoma
brasiliensis en donde los machos de la especie tienden a
moverse en las épocas de lluvias con el objeto de copular con
varias hembras. Recientemente el mismo fenémeno ha sido
descrito para T. dimidiata (Monroy efal. en preparacion).

Entrabajos anteriores por demolicion de viviendas se mostrd
que el promedio de individuos de Triatoma dimidiata en una
vivienda es de 400,( Monroy C., et af 1998) de los cuales 42
corresponden a hembras oviponiendo. Si la poblacion
estuviera muy diversificada se hubieran encontrado al menaos
30 familias diferentes, si la poblacién fuera altaments
endogamica se hubieran encontrado no mas de 10 familias de
“hermanos completos”. El resultado de 17 familias indica
que hay un grade de parentesco entre las familias y que a la
vez existe la presencia de un intercambio genético
intradomiciliarmente, Los 41 individuos que se analizaron en
este trabajo corresponderian al 10% de una poblacién
intradomiciliar normal, lo que representa un namero
adecuado de la muestra en este estudio,

El ntimerd superior a 10 familias estimado en este estudio,

podria estar reflejando la existencia de algtin proceso por ¢l
cual Triatoma dimidiata contrarresta la endogamia. Estos
procesos pueden ser la seleccidn de machos para la
copulacién, la copulacién con varios machos, oelingresode
individuos con patrones genéticos distintos a [0s que poseen
los individuos en la vivienda estudiada,

Estos resultados son de suma utilidad para efectos de control,
ya que una poblacién con alta endogamia serd facilmente
controlable, por los métodos tradicionales, No asi una
poblacién que muestre alta diversificacion. Enelcasode T.
dimidiata procedente de Pueblo Nuevo Vifias, la endogamia
es moderada, lo que indica una especie en proceso de
diversificacién, vy su control sera un proceso mas complejo
que en el caso de Rhodnius prolixus, ¢l cual es altamente
endogamico,

El método de RAPDs-PCR resultd ser altamente laborioso.
Sin embargo, los resultados son dtiles para los estudios
genéticos de poblaciones. Uno de los problemas encontrados
fue la sensibilidad del método, ya que facilmente se podia
adquirir contaminacién, dando lugar a bandas inespecificas;
por lo que se requirid un alto control de calidad.

Los primers L1 y L4 dieron un buen nimero de bandas en un
gran namero de especimenes. No asi el primer H3, el cual
apatrentemente tiene otros requerimientos de amplificacién,
por lo que s¢ recomendarfa modificar para este primer la
temperatura de union. {“annealing temperature™).
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